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RESUMO

Este trabalho avaliou como sistemas autoagregados dos sais de bile deoxicolato de sédio
(NaDC), taurodeoxicolato de sodio (NaTDC) e colato de sodio (NaC), em meio aquoso, séo
afetados pelo tempo, variacbes de pH, proporcdo entre os sais de bile e pela adicdo de
nanocelulose. As propriedades reoldgicas de sistemas aquosos binédrios de NaDC:NaTDC
apresentaram mudangas em funcdo do tempo e da adi¢cdo de nanocelulose. Sistemas controle
dos sais de bile formaram hidrogéis somente doze semanas apds seu preparo, enquanto 0s
sistemas contendo nanofibrilas de celulose (CNFs) formaram hidrogéis mais fortes com uma
semana apds o preparo (G'/G" = 1,709 para o sistema controle e 10,178 para o sistema contendo
CNFs). Sistemas aquosos binarios e ternarios de NaDC, NaTDC e NaC apresentaram mudancas
em sua estabilidade coloidal e propriedades reoldgicas em funcéo da variacdo do pH. Sistemas
contendo NaDC e NaC formaram precipitados em meio &cido. Em pH 5 os sistemas
apresentaram maior viscoelasticidade em comparacao aos sistemas em pH 10, visto a formacéo
de hidrogéis mais fortes e entrelacados para o sistema agquosos 100:50 mM NaDC:NaC
contendo CNFs em meio acido (G'/G" = 11,592 com G, = 3679) em comparagdo com 0S
sistemas preparados em meio basico (G'/G" = 0,62605 com G, = 0,12119). Analises de SAXS
sugeriram a formacédo de estruturas mistas de agregados cilindricos e esferas para o0s sistemas
de NaDC:NaTDC, além de indicar a formacdo de estruturas anisotropicas em meio acido e
isotropicas em meio béasico. Os dados obtidos neste trabalho contribuiram para melhor
compreender os fendmenos e estruturas obtidas a partir da modulacdo dos autoagregados de
sais de bile, possibilitando avancos na formulagéo de coloides ajustaveis para aplicagdes como
plataformas de liberagdo modificada de farmacos.

Palavras-chave: Sais de bile, CNCs, CNFs, reologia, SAXS.



ABSTRACT

This work evaluated how self-aggregated systems of the bile salts sodium deoxycholate
(NaDC), sodium taurodeoxycholate (NaTDC), and sodium cholate (NaC), in aqueous medium,
are affected by time, pH variations, the ratio between the bile salts, and the addition of
nanocellulose. The rheological properties of aqueous binary NaDC:NaTDC systems showed
changes as a function of time and the addition of nanocellulose. Control systems containing bile
salts formed hydrogels only twelve weeks after preparation, while systems containing cellulose
nanofibrils (CNFs) formed stronger hydrogels one week after preparation (G'/G" = 1.709 for
the control system and 10.178 for the system containing CNFs). Binary and ternary aqueous
systems of NaDC, NaTDC, and NaC showed changes in their colloidal stability and rheological
properties as a function of pH variation. Systems containing NaDC and NaC formed precipitates
in acidic medium. At pH 5, the systems showed greater viscoelasticity compared to the systems
at pH 10, as evidenced by the formation of stronger and more intertwined hydrogels for the
100:50 mM NaDC:NaC aqueous system containing CNFs in acidic medium (G'/G" = 11.592
with G, = 3679) compared to the systems prepared in basic medium (G'/G" = 0.62605 with G,
= 0.12119). SAXS analyses suggested the formation of mixed structures of cylindrical
aggregates and spheres for the NaDC:NaTDC systems, in addition to indicating the formation
of anisotropic structures in acidic medium and isotropic structures in basic medium. The data
obtained in this work contributed to a better understanding of the phenomena and structures
obtained from the modulation of bile salt self-aggregates, enabling advances in the formulation

of tunable colloids for applications such as modified drug delivery platforms.

Keywords: Bile salts, CNCs, CNFs, rheology, SAXS.
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1 INTRODUCAO

Sistemas coloidais sdo compostos por particulas com dimensées entre 1 nm e 1 um,
conferindo elevada relacdo area/volume e, por consequéncia, fenbmenos de superficie
pronunciados, o que determina seu comportamento reoldgico e estabilidade coloidal, por
exemplo (Tonet; Leonel, 2019). A caracterizacao fisico-quimica destes sistemas é fundamental
para que suas propriedades possam ser ajustadas de modo a atender exigéncias especificas de
diferentes aplicacdes como, por exemplo, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos
(Bonacucina et al., 2009), em nanoemulsdes para entrega de vitaminas (Guo et al., 2025), além
do uso de coloides para o tratamento de &gua (Mahmood; Khan; Khan, 2014). A partir de
variaveis como tamanho de particula, distribuicdo de tamanho, morfologia, carga superficial e
interacdes particula—meio ou particula—particula, é possivel compreender e controlar
fendmenos como o de autoagregacao, por exemplo (Schaffazick et al., 2003).

Essa capacidade de controle torna os sistemas coloidais extremamente versateis como,
por exemplo, em formulages farmacéuticas de nanoparticulas onde o ajuste das propriedades
fisico-quimicas influencia diretamente a eficiéncia da entrega do farmaco, estabilidade da
formulacdo e sua reprodutibilidade (Kolluru; Atre; Rizvi, 2021). De modo semelhante, em
aplicacbes ambientais ou de tratamento de agua, a manipulacdo da carga superficial e da
estabilidade coloidal pode determinar a eficacia na remocdo de particulas indesejadas ou
poluentes presentes, inversamente, permite formular dispersbes estaveis para aplicacdes
tecnoldgicas (Spielman-Sun et al, 2024).

No contexto de formulagdes coloidais e sistemas autoagregados, a investigacdo dos
mecanismos de autoagregacgéo e suas condicdes de preparo tem-se destacado como tema de
pesquisas, motivado pela crescente demanda por tecnologias com propriedades especificas e
controle de morfologia e estabilidade. (Zhang, Q. et al., 2021; Li et al., 2022; Aubrey et al.,
2021). Como exemplo disso, os surfactantes sdo a base de uma ampla gama de sistemas
autoagregados, devido a presenca de regides hidrofilicas e hidrofébicas em sua estrutura
(Ramesh; Sakthishobana, 2021; Moldes et al., 2020). Em baixas concentracdes, as moléculas
do surfactante encontram-se dissolvidas, direcionadas em funcgéo de suas afinidades e proximas
as interfaces do meio, buscando diminuir a energia livre e tensdo superficial (Haidara;
Chaudhury; Owen, 1995). A concentracdo micelar critica (CMC) representa o ponto em que 0
processo de agregacao é termodinamicamente mais favoravel do que as moléculas se manterem
dissolvidas, fazendo com que a micelizagéo seja iniciada (Bai; Lopes; Bastos, 2008), podendo

ser obtidas estruturas em fases ordenadas (lamelares, hexagonais, etc) e desordenadas (micelas,
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micelas cilindricas, etc), de forma que a agregagéo é conduzida por meio do efeito hidrofébico
em fase aquosa (Chen et al., 2022) e por ligagdes de hidrogénio e forgas de van der Waals em
fase organica (Kanazawa et al., 2020).

A formacdo de autoagregados desempenha um papel importante em processos de
solubilizacdo, estabilizacdo coloidal, encapsulamento e transporte de moléculas hidrofébicas,
sendo explorada em formulagdes farmacéuticas, sistemas de liberacdo controlada e produtos
industriais (Ahmad et al., 2014; Hwang; Ramsey; Kabanov, 2020). Estes sistemas também séo
aplicaveis em cosmeéticos para solubilizar 6leos, fragrancias ou substancias lipofilicas em meios
aquosos, bem como para melhorar a dispersdo de compostos ativos e conferir textura,
estabilidade e funcionalidade ao produto final (Scomoroscenco et al., 2021; Scomoroscenco et
al., 2023). Além disso, a morfologia e estabilidade coloidal dos agregados anfifilicos sédo
altamente sensiveis a parametros como pH, forca ibnica, temperatura e a presenca de polimeros
ou nanoparticulas, permitindo que esses sistemas sejam modulados de forma precisa em funcgéo
da aplicacdo desejada (Lee et al., 2002; Mai; Eisenberg, 2012).

Entre os anfifilicos de interesse cientifico, estdo os sais de bile (Madenci; Egelhaaf,
2010; Warren et al., 2006). Seus autoagregados sdo capazes de solubilizar compostos
hidrofébicos em meios aquosos, o que influencia a dissolu¢éo e biodisponibilidade de farmacos
pouco soltveis (Wiedmann; Kamel, 2002; Malik, 2016). Além disso, os autoagregados de sais
de bile podem ser modulados em funcdo de outras moléculas presentes no meio como, por
exemplo, outros agregados de sais de bile (Mukherjee et al., 2016; Jover et al., 2021),
surfactantes ndo-iénicos (Tanaka et al., 1995; Bhattacharjee et al., 2010; Maswal; Dar, 2013;
Rathod et al., 2021), surfactantes idnicos (Faustino et al., 2014; Yadav; Parikh; Kumar, 2017;
di Gregorio et al., 2018; Wang; Fernandes; Marques, 2019) e polimeros (di Gregorio et al.,
2017; Pigliacelli et al., 2019; Wang; Fan, 2019; Du et al., 2020).

Apesar de evidéncias dos sais de bile interagindo com a nanocelulose (Liu; Kong, 2019)
e de sua responsividade ao pH (Suys et al., 2017), ndo existem relatos na literatura que
investiguem como a adicdo de nanocelulose simultaneamente com a acdo do tempo ou
influéncia do pH podem afetar os autoagregados de sais de bile. Portanto, este trabalho
investigou como o tempo ou varia¢Ges de pH, juntamente com a adigéo de nanocelulose, podem
afetar o comportamento reoldgico, estabilidade coloidal e morfologias de sistemas
autoagregados binarios e ternarios de sais de bile.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Sais de hile

Os sais de bile sdo biosurfactantes produzidos naturalmente pelo figado e armazenados
na vesicula biliar, de modo que séo obtidos a partir de acidos biliares primarios (&cidos célico
e gquenodeoxicolico) como o colato de sédio (NaC), e acidos secundarios (acidos deoxicolico e
litocdlico) como o deoxicolato de sodio (NaDC) (Macierzanka et al., 2019; Stamp; Jenkins,
2008). Além disso, os acidos biliares podem se conjugar com 0s aminoacidos taurina e glicina,
dando origem aos sais de bile conjugados, como o taurodeoxicolato de sédio (NaTDC) (Posa;
Cirin, 2012; Vallim; Tarling; Edwards, 2013; Reschly et al., 2008; Sun et al., 2014).

Os sais de bile tem em suas estruturas grupos polares caracterizados por hidroxilas e
carboxilas, que estdo orientados para uma parte da molécula e comp&em a regido hidrofilica da
estrutura, enquanto os anéis esteroidais estdo orientados para a outra parte e caracteriza a regido
hidrofébica, sendo distinto da maioria dos demais surfactantes que possuem uma clara diviséo
entre as regides hidrofilica (cabeca) e hidrofébica (cauda) (Mukherjee et al., 2016; Jover et al.,
2021). Devido ao posicionamento dos grupos polares, os sais de bile podem estabelecer ligacbes
de hidrogénio de forma direta, fazendo com que os autoagregados sejam rigidos em funcao da
limitacdo presente no modo em que as ligacgdes entre os tensoativos podem acontecer (Madenci;
Egelhaaf, 2010; Warren et al., 2006). Além disso, os sais de bile podem interagir por interacdes
eletrostaticas, podendo ser moduladas por variacfes de pH e forca idnica (Suys et al., 2017).

A Figura 1a demonstra a estrutura molecular geral dos sais de bile obtidos a partir dos
acidos colico ou deoxicolico, que se diferenciam pelos grupos presentes nos radicais R1 e Ry,
bem como as Figura 1b, 1c e 1d apresentam, respectivamente, as estruturas dos sais NaDC,
NaTDC e NaC, e a Tabela 1 apresenta estes sais de bile em funcéo de suas diferencia¢fes quanto

aos radicais, além de seus valores de cmc (Kong et al,. 2023; Mukherjee et al., 2016).

Figura 1 — Estrutura molecular: (a) geral dos sais de bile, (b) NaDC, (c) NaTDC e (d) NaC.
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Tabela 1 — Diferentes sais de bile de acordo com seus radicais R; e Rz e seus valores de cmc a 20 °C.

Sal de bile R1 R2 cmc (mM)
Deoxicolato de sédio (NaDC) -H —COONa 3,80
Taurodeoxicolato de sédio (NaTDC) -H —CONH(CH2).SOsNa 1,88
Colato de sodio (NaC) -OH —COONa 7,78

Fonte: Kong et al. (2023); Mukherjee et al. (2016).

Os sais de bile agem como solubilizantes de moléculas como colesterol (Paul; Balaram,
1978), lipideos (di Gregorio; Cautela; Galantini, 2021), esteroides (Wiedmann; Liang; Kamel,
2002), além de serem aplicados em sistemas de drug delivery (Bashyal et al., 2021; Can; Tyler;
Mackie, 2021; Beg et al., 2021; Kengkittipat et al., 2021; Pavlovi¢ et al., 2018; Azman et al.,
2022). Seus autoagregados vem sendo explorados em processos de digestdo e metabolismo de
lipidios, onde sua acdo emulsificante contribui para dispersar compostos hidrofdbicos,
favorecendo a solubilizacéo e digestibilidade (Sarkar; Ye; Singh, 2016; Madalena et al., 2022).
Existem relatos de aplicacdo dos sais de bile em sistemas de entrega de farmacos e nutracéuticos
via oral ou tdpica, utilizando sua capacidade de solubilizacdo e possibilidade de modular a
estrutura dos seus autoagregados, controlando a liberacdo (Moghimipour; Ameri; Handali,
2015). Contudo, em funcdo de aspectos como instabilidade coloidal, por exemplo, o uso de
aditivos estabilizantes surge como estratégia promissora. Neste contexto, a combinacgéo dos sais
de bile com biopolimeros ou estruturantes coloidais, como a nanocelulose, pode representar
uma alternativa para obtencéo de sistemas mais robustos e com aplicagdes estendidas (Sanchez-
Salvador et al., 2023; Yan et al., 2023).

A formacéo das micelas autoagregadas dos sais de bile podem sofrer variacdes em
funcdo da razdo volumétrica entre as partes hidrofobicas e hidrofilicas, concentracdo dos
surfactantes, diferentes estruturas moleculares e condi¢des fisico-quimicas do meio, originando
estruturacdes micelares distintas como, por exemplo, micelas gigantes, esféricas, cilindricas,

entre outras, conforme demonstrado pela Figura 2 (Chu; Dreiss; Feng, 2013).

Figura 2 — Diferentes morfologias dos autoagregados de sais de bile.
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Sais de bile também podem formar hidrogeis, e suas propriedades reoldgicas podem ser
influenciadas pela presenca de outras moléculas. Em sistemas a base de NaDC, a incorporagéo
de aminoacidos pode destruir a estrutura de rede dos hidrogéis de forma a prejudicar a
viscoelasticidade dos sistemas (Sun et al., 2014). Em contrapartida, sais inorganicos apresentam
a capacidade de induzir o entrelagamento das micelas de NaDC, proporcionando sistemas com
propriedades tixotropicas, provavelmente devido a formacao de estruturas mais alongadas entre
NaDC e os sais haleto (Chu; Dreiss; Feng, 2013). Esses resultados indicam que a adicéo de
diferentes substancias pode contribuir para a quebra ou maior interacdo com autoagregados de
sais de bile, formando diferentes estruturas e, por consequéncia, modulando as propriedades

reoldgicas dos sistemas coloidais formados pelos sais de bile.

2.2 Nanocelulose

A celulose é um polimero natural, mais especificamente, um polissacarideo linear
(Siqueira; Bras; Dufresne, 2010). Sua estrutura molecular (Figura 3) apresenta grupos
hidroxilas que conferem caréater hidrofilico e rigidez a sua cadeia e podem fazer ligacGes de

hidrogénio, responsaveis pela formacéao de seus arranjos cristalinos (Tian et al., 2022).

Figura 3 — Estrutura molecular da celulose.
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Neste contexto, a nanocelulose (celulose em escala nanométrica) vem sendo aplicada
no processo de reforco de compdsitos e nanocompoésitos em fungdo de suas propriedades de
leveza, rigidez e transparéncia, além de se constituir como um material biodegradavel,
abundante e de fonte renovavel (Calle-Gil; Castillo-Martinez; Carretero-Gonzélez, 2022; Cao
et al., 2021). Dentre as nanoceluloses, as que mais recebem destaque sdo 0s nanocristais de
celulose (CNCs) e as nanofibrilas de celulose (CNFs) (Camargos; Rezende, 2021). Foi relatado
recentemente pela literatura como a nanocelulose influencia na liberagdo modificada de
hidroxicloroquina em matriz de pectina, onde principalmente os CNCs retardam a liberacéo do
farmaco, prolongando o tempo de liberagdo em meio aquoso (Zambuzi et al., 2021).

Os CNCs (Figura 4a) sdo bastonetes rigidos, compostos por dominios cristalinos com
comprimentos entre 100 e 200 nm e largura entre 20 e 40 nm, apresentando baixa densidade e
propriedades de interesse, como o reforco mecanico, por exemplo (Cheng et al., 2022). Seu
método de obtengdo é por meio da hidrolise &cida da celulose, utilizando acido sulfurico e/ou
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cloridrico, caracterizando um processo quimico do tipo top-down, isto é, a reacdo ataca as
hidroxilas presentes nas regides amorfas, as mais disponiveis para reagir, degenerando estas
estruturas do polimero e restando somente os nanocristais (Figura 4b) (Lavoine et al., 2012;
Kargarzadeh et al., 2015; Beck-Candanedo; Roman; Gray, 2005). No caso do uso de &cido
sulfarico, as hidroxilas atacadas sdo esterificadas por meio dos grupos sulfato (Figura 4c),
resultando em uma carga superficial negativa nos nanocristais e, em funcdo das forcas de

repulsdo, se obtém uma suspensdo mais estavel (Beck-Candanedo; Roman; Gray, 2005).

Figura 4 — (a) Micrografia eletrnica de transmisséo de CNCs; (b) mecanismo de hidrolise com &cido sulfurico;
(c) esterificacdo de superficies de nanocristais de celulose.
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Fonte: Reproduzido de (a) Zambuzi et al. (2021); (b) Pereira et al. (2014); (c) Lu; Hsieh (2010).

As CNFs (Figura 5a) séo fibras longas, finas e flexiveis, compostas por uma alternéncia
de arranjos cristalinos e amorfos, com diametro entre 2 e 30 nm, com comprimentos podendo
atingir a escala micrométrica. Além disso, as CNFs apresentam uma pronunciada area
superficial, importante propriedade para os fendmenos de superficie (Wang et al., 2022). O
método de obtencdo das CNFs consiste na desfibrilagdo mecanica, de modo a romper as paredes
celulares e deixar suas fibras expostas, seguida pelo processo de oxidacdo das hidroxilas
presentes nas superficies da celulose mediada pelo uso do composto 2,2,6,6-tetrametil-piperidi-
1-nil oxil (também conhecido como TEMPO) (Figura 5b), conferindo grupos carboxila a
estrutura que se repelem e, por consequéncia, formam as fibrilas com carga superficial negativa,
fazendo com que os sistemas sejam mais estaveis e apresentem uma alta viscoelasticidade
(Wang et al., 2022; Ren et al., 2022; Kelly; Gardner; Gramlich, 2021).
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Figura 5 — (a) Micrografia eletrdnica de transmissdo de CNFs. (b) Reacdo de oxidacgdo das fibras de celulose
mediada por TEMPO.
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Fonte: Reproduzido de (a) Zambuzi et al. (2021) e (b) Rol et al. (2019).

Em fungdo de propriedades como elevada area superficial, modularidade quimica e
reforco mecanico, CNCs e CNFs se tornaram alvos de pesquisas e aplicacdes como, por
exemplo, alternativas de tratamento de efluentes, removendo metais pesados, corantes e
micropoluentes, em funcéo da capacidade de adsorcéao e funcionalizacgao superficial (Hoi-Fang
Tan; Ooi; Leo, 2020; Sehaqui, 2018), e na industria cosmetica como formadores de filmes e
atuando como espessantes e estabilizantes de emulsdes e suspensdes coloidais (Hubbe et al.,
2017a; Lengowski; Junior, 2019). Além disso, CNCs e CNFs conferem melhorias nas
propriedades mecanicas, térmicas, e estruturais quando associadas a outros materiais e matrizes
poliméricas ou inorgénicas, ampliando seu uso em embalagens, filmes funcionais e compdsitos
estruturais (Machado et al., 2012). Também existem relatos da aplicacdo de nanocelulose como
modificador reoldgico, alterando a viscosidade, a transicdo sol-gel e o comportamento
viscoelastico de sistemas aquosos devido a formacdo de redes e interacfes intermoleculares
(Hubbe et al., 2017b), o que confere as nanoceluloses propriedades de interesse para obtencéo

de sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Zambuzi et al., 2021; Xu et al., 2022).

2.3 Reologia

A érea da ciéncia conhecida como reologia estuda a resposta dos materiais ao serem
perturbados mecanicamente (Barnes; Hutton; Walters, 1993). Para sistemas idealmente sélidos,
a Lei de Hooke (equacéo 1) e obedecida, onde com uma tenséo de cisalhamento aplicada (t), 0
material exibe uma deformacéo (y) proporcional ao seu médulo de rigidez (G), ou seja, o
material apresenta propriedades elasticas (De Gennes, 1990). Para fluidos idealmente viscosos,
(Newtonianos), a relacdo entre a tensdo e taxa de cisalhamento (y) segue a relacdo da 22 Lei de
Newton (equacdo 2), com a proporcionalidade sendo a viscosidade (n) do fluido (Barnes;
Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994). Entretanto, a maioria dos sistemas reais apresentam

ambas as propriedades elasticas e viscosas, sendo chamados de materiais viscoelasticos.
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T=G.y (Equacéo 1) T=7y.1 (Equacéo 2)

Com medidas reoldgicas no modo rotacional, curvas de fluxo e resisténcia a tensdo de
cisalhamento sdo obtidas, permitindo observar como a viscosidade varia em funcdo da taxa de
cisalhamento. Essas curvas séo representadas por T ou n em fungéo de y e permitem diferenciar
0 comportamento de fluidos Newtonianos de materiais ndo-Newtonianos (Barnes; Hutton;
Walters, 1993). Para fluidos Newtonianos, ha uma linearidade entre 7 e y, sendo que a constante
de proporcionalidade em relacéo a essas duas grandezas representa a viscosidade do fluido e
ndo varia conforme o aumento da taxa de cisalhamento (Barnes; Hutton; Walters, 1993;
Holmberg et al., 2002). Para fluidos ndo-Newtonianos, dois fendmenos podem ser observados:
(i) shear thinning, caracteristico dos chamados fluidos pseudoplasticos, quando os valores de
viscosidade diminuem com o aumento da taxa de cisalhamento, devido a uma menor resisténcia
das particulas em relacdo ao fluxo, proporcionada por seu rearranjo e alinhamento no sistema;
(ii) shear thickening, caracteristico dos chamados fluidos dilatantes, com valores de viscosidade
aumentando com a taxa de cisalhamento, provavelmente devido a agregacéo entre as particulas
do sistema ou aprisionamento da fase liquida entre os agregados (Macosko, 1994; Goodwin;
Hughes, 2000; Holmberg et al., 2002).

De modo generalizado, sistemas autoagregados possuem viscoelasticidade pronunciada
e, em funcdo dos tipos de agregados envolvidos, faz-se necessario o uso de diferentes modelos
matematicos que descrevam seus distintos comportamentos viscoelasticos (Macosko, 1994). A
exemplo disso, em solucdes com regime de concentracdo semi-diluido contendo polimeros de
alta massa molecular ou estruturas supramoleculares semelhantes a cadeias poliméricas como,
por exemplo, micelas gigantes e agregados cilindricos, 0 modelo matemaético de Maxwell as
descreve por meio dos médulos de elasticidade (ou armazenamento), G', e viscosidade (ou
perda), G, os quais estdo representados pelas equacdes 3 e 4, respectivamente (Francisco et al.,
2010). O médulo no platd (G,) e o tempo de relaxacdo (tg), respectivamente, podem ser
deduzidos dos valores dos mddulos e da frequéncia do crossover (w.) no ponto de intersecao

entre os modulos G' e G (equacBes 5 e 6).

/ Gow? 7§ x " Gow o
G' = ﬁ (Equagéo 3) G = ﬁ (Equacéio 4)
G(we) =G"(we) = Go/2 (Equacdo 5) we = 1/13 (Equacéo 6)

O modulo G, diz respeito ao numero de entrelacamentos dos agregados em uma dada
temperatura. O modelo de Maxwell oferece um unico tempo de relaxacdo, indicando que o

agregado em questdo possui microestrutura homogénea. Esse modelo relaciona os parametros
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reoldgicos obtidos com os parametros estruturais do agregado (Barnes; Hutton; Walters, 1993).
No regime de concentragdo semi-diluido ndo é possivel medir o raio de giracdo (R;) do
agregado, sendo necessario o uso do comprimento de correlacdo (¢), que é a distancia entre
dois pontos de entrelacamento e esta correlacionado com o médulo de cisalhamento no platé
(Go), tendo ¢ como a fragcdo volumétrica da estrutura supramolecular (equagédo 7). O valor do
expoente v esté relacionado com as interagdes estabelecidas entre 0os componentes das fases,
principalmente as repulsdes eletrostaticas (Cates; Candau, 1990).
Gy = %~¢”(Equagéo 7)

Com a finalidade de compreender os fendmenos presentes no processo de formacéo de
autoagregados, sao utilizadas diversas técnicas para a compreensdo de sua estruturagdo. Os
comprimentos das estruturas supramoleculares como o raio de giracdo (R;), comprimento de
persisténcia (l,) e raio da secdo transversal (R ), por exemplo, podem ser determinados por
medidas de espalhamento de luz (Zanetti et al., 2019), microscopias eletronicas (Percebom;
Costa, 2019), espalhamento de néutrons (Padsala, et al., 2021) e de raios X em baixos angulos
(SAXS, do inglés Small-Angle X-ray Scattering) (Fan; Wang, 2019). Quando essas técnicas sao
associadas a medidas de reologia (Jora; Sabadini; Raghavan, 2020), uma descricdo mais
completa das propriedades fisico-quimica dos sistemas pode ser obtida (Vergnat et al., 2021;
Pape et al., 2014; Goodwin; Hughes, 2000).

2.4 Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos

A técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos é comumente utilizada para
caracterizacdo estrutural de materiais em escala nanométrica. Uma de suas vantagens € a
capacidade de fornecer dados de sistemas em solucdo, oferecendo informacgdes sobre suas
propriedades como tamanho, flexibilidade, massa, forma e estado de agregacdo das moléculas
(Hollamby et al., 2016; Pillon; Guarné, 2017). Um esquema geral de funcionamento do
experimento de SAXS pode ser visto na Figura 6. O feixe de raios X gerado por uma fonte é
colimado por um sistema de fendas e direcionado a amostra, com parte dos fotons incidentes
interagindo com a amostra e sofrendo espalhamento. Os dados de espalhamento sdo captados
por um detector bidimensional e, em seguida, geralmente convertidos para uma curva

unidimensional para analise posterior (Oliveira et al., 2009a; Oliveira, 2011).



25

Figura 6 — Esquema geral do arranjo experimental da técnica de SAXS.
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A intensidade do espalhamento é analisada em funcdo do vetor de transferéncia (q),

sendo a diferenca entre o vetor de onda espalhada (E) e incidente (Eg), disposto na equacédo 8.
Considerando condicGes experimentais de espalhamento eléstico, os modulos dos vetores se
mantém constantes, permitindo calcular o médulo do vetor g de acordo com a equacgéo 9, onde
6 representa o angulo de espalhamento e 4, 0 comprimento de onda (Oliveira, 2005).

G=k—k, (Equagio8) q= 4'”'36" ?  (Equagio 9)
0

Para cada regido de g se tem uma dimensdo caracteristica do sistema e, para se obter
informacdes estruturais, se deve analisar a correlagdo de g com intensidade do espalhamento
(I) (Hollamby; Hanayama; Yagai, 2025). Para sistemas contendo micelas gigantes, em baixos
valores de g (regido de Guinier) se observa o decaimento de I com g™, caracteristica de
cilindros, e em altos valores a dependéncia de g~* se deve a forma da interface esférica da
micela (Fang et al., 2022; McDowall; Adams; Seddon, 2022). Ao se analisar um sistema
contendo particulas, se considera que estas particulas estdo orientadas de forma aleatoria e
imersas em uma matriz com contraste de densidade eletronica (p,) (Oliveira, 2005). Dessa
forma, o espalhamento dos raios X ird depender da variagdo do contraste de densidade
eletronica da particula com o meio (equacdo 10). Neste caso, a intensidade de espalhamento
pode ser escrita conforme a equacdo 11, sendo funcdo do nimero de particulas (N) e dos fatores
de forma (f2(g)) e de estrutura (S(g)) (Oliveira et al., 2009a; Oliveira et al., 2009b).

Ap = p(r) = po (Equagao 10) 1(q) = N{FA(@ONS (@) (Equacéo 11)

A equacdo 11 fundamenta diferentes analises de SAXS, dentre elas estdo os métodos
independentes de forma, que ajustam a curva de espalhamento obtida sem precisar diretamente
de informacdes sobre a forma da particula. O método de Transformada Indireta de Fourier
(IFT), por exemplo, ajusta a intensidade de espalhamento em funcéo do vetor g de forma a se
obter como resultado uma funcdo p(r), onde seu formato de curva pode servir como uma

estimativa para a forma da particula, como disposto na Figura 7 (Svergun; Koch, 2003).
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Figura 7 — Diferentes fungdes p(r) para corpos geométricos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Este trabalho busca elucidar os efeitos do envelhecimento sobre as propriedades
reoldgicas de sistemas autoagregados binarios de NaDC e NaTDC, em meio aquoso, nha
auséncia e presenca de CNCs e CNFs, além de investigar a influéncia do pH e adi¢cdo de CNCs
e CNFs sobre autoagregados binarios e ternarios de NaDC, NaTDC e NaC.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a acdo do tempo sobre as propriedades reoldgicas de viscosidade e modulos de
elasticidade e viscosidade, possibilitando identificar eventuais processos de reorganizagao
estrutural, além de oferecer uma compreensdo da evolugdo dos sistemas aquosos binarios de
NaDC e NaTDC. Também busca-se compreender como as diferentes composicGes e condi¢des
do meio reacional podem influenciar na estabilidade coloidal, comportamento reoldgico e
possiveis morfologias das micelas de NaDC, NaTDC e NaC combinadas em meio aquoso. Com
isso, este trabalho pode contribuir para o entendimento de propriedades fisico-quimicas de
sistemas autoagregados de sais de bile, visando o desenvolvimento de coloides ajustaveis para

diferentes especificidades de aplicacdes no campo de liberacdo modificada, por exemplo.

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todo procedimento experimental foi realizado sob condigdes ambientes de temperatura
e pressdo. Foram preparados sistemas aquosos binarios de NaDC e NaTDC, na auséncia e
presenca de CNCs e CNFs, os quais foram submetidos somente a caracterizac@es reoldgicas
nos modos rotacional e oscilatorio apds diferentes periodos de tempo afim de verificar como a
estruturacdo e propriedades reologicas séo afetadas pelo tempo. Além disso, também foram
obtidos sistemas binarios e ternarios de NaDC, NaTDC e NaC na auséncia e presenca de CNCs
e CNFs em meios &cido e basico com a finalidade de avaliar as diferentes estruturas
supramoleculares obtidas em funcdo do pH. Estas amostras foram caracterizadas por reologia,

potencial zeta e SAXS afim de se obter uma melhor descricao fisico-quimica destes sistemas.



27

4.1 Materiais

Foram utilizados deoxicolato de s6dio (NaDC) (CAS-No: 302-95-4; Lote VM1022604
219) [414,55 g mol™?], taurodeoxicolato de sédio (NaTDC) (CAS-No: 1180-95-6; Lote
3878873) [521,70 g mol™] e colato de sddio (NaC) (CAS-No: 206986-87-0; Lote SLCP7115)
[430,55 g mol™], adquiridos na Merck Millipore®, e dispersdes de CNCs 0,56% e CNFs 0,94%
(m/v), obtidas por hidrdlise &cida e oxidagdo mediada por TEMPO, respectivamente, extraidas
de Pennisetum purpureum (capim-elefante). As particulas de CNCs possuem comprimento de
130 £ 52 nm e 8 £ 4 nm de didmetro, razdo de aspecto de 23 £ 9 e potencial zeta de -41 £ 5
mV, enquanto que as CNFs apresentam 0,6 + 0,2 um de comprimento e 14 £ 5 nm de diametro,
razdo de aspecto de 53 £ 18 e potencial zeta de -46 £ 4 mV (Zambuzi et al., 2021; Nascimento;
Rezende, 2018). Para os ajustes de pH, foram utilizadas soluces estoque a 0,25 e 1,00 mol L™
de hidroxido de sodio (NaOH) (CAS-No: 1310-73-2; Lote 41610) (Fmaia®) e de &cido
cloridrico (HCI) (CAS-No: 7647-01-0; Lote 2404152579) (Exodo Cientifica®). Os reagentes
foram utilizados da maneira como foram obtidos, enquanto que as dispersées de CNCs e CNFs
foram disponibilizadas ja sintetizadas em parceria com o Laboratdrio de Quimica e Morfologia
de Biomassa (LaQuiMoBio) pela Prof.2 Dr.2 Camila Alves de Rezende (1Q — UNICAMP).

4.2 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas a partir da adicdo de massa dos sais de bile em volume
de disperséo aquosa de CNCs ou CNFs, enquanto os controles foram preparados apenas com
adicdo dos sais de bile em volume de agua destilada. As composi¢des das amostras preparadas
estdo dispostas na Tabela 2, de modo que as quantidades utilizadas dependeram do volume final
do sistema. Durante o preparo das amostras do estudo de efeito do pH foram adicionadas gotas
de solugdes de NaOH e HCI para se obter sistemas em meio acido e basico, ndo havendo ajuste
e medicdo de pH para as amostras do estudo do tempo. Todas as amostras foram submetidas a
agitacdo magnética overnight. Em seguida, as amostras em meio &cido e basico tiveram o pH
novamente aferido para identificar possiveis variagoes.

Tabela 2 — Composi¢des dos sistemas preparados neste trabalho.

Estudo NaDC:NaTDC:NaC CNCs ou CNFs oH
(mM) (gL?)
Tempo 50:50:0 ; 50:100:0 ; 100:50:0 ; 100:100:0 0;4,8 —
50:0:50 ; 50:0:100 ; 100:0:50 ; 100:0:100
Efeito do 50:50:0 ; 50:100:0 ; 100:50:0 ; 100:100:0
0:50:50 : 0:50:100 : 0:100:50 : 0:100:100 0;4,8 5,0; 10,0

pH 50:50:50 ; 50:50:100 ; 50:100:50 : 50:100:100

100:50:50 ; 100:50:100 ; 100:100:50 ; 100:100:100
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4.3 Reologia

Para realizar as medidas de reologia foi utilizado o equipamento HAAKE RheoStress 1
(Thermo Fisher Scientific®) (Figura 8a) . Os ensaios reologicos foram feitos com o sistema de
copo e rotor de geometria Z20 Din Ti (Figura 8b e 8c, respectivamente). Para 0s casos em que
0s sistemas estivessem visualmente mais elasticos, foi utilizado o sistema placa-placa com as

geometrias P61 como base e PP35 Ti como rotor (Figura 8d e 8e, respectivamente).

Figura 8 — Equipamento HAAKE RheoStress 1 (a) e conjuntos de geometrias Z20 Din Ti de base (b) e rotor (c) e
P61 de base (d) e rotor PP35 Ti (e).

(@) (b)

(d)

Fonte: Arquivo pessoal.

As medidas foram realizadas dentro da regido de viscoelasticidade linear, determinada
por varreduras dindmicas de deformacdo. Para o estudo do tempo, as caracterizacGes foram
realizadas com uma, quatro e doze semanas decorridas apds o preparo das amostras. A
temperatura foi controlada por banho termostatico HAAKE C35 com controladora HAAKE
AC 200 (Figura 9) (Thermo Fisher Scientific®), com precisdo de 0,01 °C, de modo que as
medidas foram realizadas a 25,00 + 0,05 °C. Foram conduzidos os ensaios: (i) varredura
dindmica de deformacdo com tensdo de cisalhamento (7) variando de 0,1 a 10 Pa com
frequéncia angular (w) constante em 6,283 rad.s? (1 Hz); (ii) rotacional com taxa de
cisalhamento (y) variando de 0,01 a 200 s; (iii) oscilatério de frequéncia com T constante em
0,4 Pa e w variando de 0,06283 & 62,83 rad.s™ (0,01 a 10 Hz) e de 0,1 & 20 rad.s™ (0,01592 &

3,183 Hz) para os estudos do tempo e efeito do pH, respectivamente.

Figura 9 — Equipamentos HAAKE C35 e AC 200.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4 Potencial Zeta

O potencial zeta foi medido utilizando o equipamento Zetasizer NanoZS90 (Figura 10a)
(Malvern Instrumentos®), equipado com laser HeNe com Ao = 633 nm, disponibilizado pelo
Laboratorio Nacional de Biorrenovaveis (LNBR) no Centro Nacional de Pesquisa em Energia
e Materiais (CNPEM) (Proposta: 20251475). As amostras foram inseridas em célula capilar
(DTS1070, Figura 10b), com medidas realizadas a 25,0 °C e em triplicata, tendo as médias e

desvios obtidos pelo software Zetasizer®.

Figura 10 — Equipamento Zetasizer NanoZS90 (a) e célula capilar DTS1070 (b).

(@) (b)

r—_ P
’ \—\3\‘ ‘i[/

~ I \1

Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos

Para as analises de SAXS, as amostras foram inseridas em celas capilares de vidro e
seladas com resina fotopolimerizavel. As medidas foram realizadas utilizando o equipamento
Xenocs Xeuss 2.0 (Figura 11a), equipado com fonte de raios X GeniX 3D selecionada para alvo
de cobre (~ 5,4 keV) (Figura 11b) e detector Dectris Pilatus 300k (Figura 11c), disponibilizado
em parceria com o Grupo de Fluidos Complexos (GFCx) pelo Prof. Dr. Cristiano Luis Pinto
Oliveira (IF-USP). Conforme procedimento padréo para avaliar a intensidade do feixe gerado
pelas amostras em suas respectivas condi¢cdes de meio, as curvas de espalhamento foram

corrigidos por medidas de celas vazia e contendo 4gua com pH ajustado para 5,0 e 10,0.

Figura 11 — Equipamentos Xenocs Xeuss 2.0 (a), GeniX 3D (b) e Dectris Pilatus 300k (c).

@) B (D) _
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudo do tempo

A Figura 12 apresenta as curvas de fluxo dos sistemas ao longo do tempo.

Figura 12 — Ensaios rotacionais dos sistemas NaDC:NaTDC ao longo do tempo de 01, 04 e 12 semanas.
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As amostras formadas por 100 mM de NaDC (sistemas NaDC:NaTDC 100:50 e

100:100) ndo apresentaram variacao significativa da viscosidade aparente em funcao da taxa de
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cisalhamento com o tempo de medida entre 01 e 12 semanas. Entretanto, um aumento
significativo da viscosidade aparente foi observado para as amostras com a menor concentragcéo
de NaDC na 122 semana (50 mM, propor¢des NaDC:NaTDC 50:50 e 50:100). Este resultado
sugere que houve a formacgdo de estruturas maiores com o passar do tempo, uma vez que
sistemas micelares com alta viscosidade apresentam agregados maiores e uma maior densidade
de entrelacamentos (Francisco, 2010; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020). O aumento da
concentracdo de NaDC (100 mM, proporcGes NaDC:NaTDC 100:50 e 100:100) proporcionou
uma estruturacdo mais rapida de agregados menores, possivelmente pela formacao de micelas
secundarias em sua maior concentracdo (Mukherjee et al., 2016). A Tabela 3 apresenta 0s

valores de viscosidade aparente na taxa de cisalhamento de 0,01 s para estes sistemas.

Tabela 3 — Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01s™ dos sistemas NaDC:NaTDC ao logo do tempo.

Nanocelulose NaDC:NaTDC 1 (Pa.s) / Semanas

(4,8gL7Y (mM) 01 04 12
50:50 0,07881 0,2524 4415
50:100 0,03586" 0,3434 252,9
o 100:50 0,08067 0,1259" 1,016
100:100 0,09987" 0,05014 0,1597
50:50 0,9422 1,482 272,5
50:100 16,12 0,1324 46,95
CNCs 100:50 0,8221 22,89 172,0
100:100 884,9 0,1168 59,29
50:50 1294" 876,0 1019
CNFs 50:100 34,45 2401 651,2
100:50 0,7688 1221 2223
100:100 38,95 1232 204,0

“em 0,04 s; "em 0,055 s. Valores de 1 em taxas de cisalhamento menores foram
desconsiderados para estes sistemas devido erro de inércia do equipamento.

A Figura 12 e a Tabela 3 mostraram que a adi¢do de nanocelulose conferiu aumento na
estruturacdo dos sistemas, visto que os valores de viscosidade aparente dos sistemas sem
nanocelulose sdo menores em qualquer um dos tempos medidos. 1sso ocorre provavelmente em
fungéo de ligagdes de hidrogénio entre os autoagregados de sal de bile e as nanoceluloses,
diminuindo as repulsdes e promovendo um aumento dos entrelagamentos (Jiang et al., 2008;
Tian et al., 2022; Macosko, 1994). Os sistemas contendo CNFs se mostraram mais estruturados
em relacdo aos que contém CNCs, provavelmente em fungdo dos tamanhos alongados das CNFs
que, possivelmente, formaram redes de entrelacamentos com as micelas de sais de bile,
enquanto os CNCs, que sdo menores, se adsorvem nos autoagregados dos sais de bile sem

formar entrelagamentos (Nascimento; Rezende, 2018; Barnes; Hutton; Walters, 1993).
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As composic¢des contendo 50mM de NaDC na presenca de CNCs e a proporg¢édo 100:50
NaDC:NaTDC com ambas as nanoceluloses apresentaram aumento na viscosidade em funcéo
do tempo, sugerindo uma estruturacdo mais lenta dos agregados para estes sistemas. Entretanto,
o fendmeno inverso aconteceu para as composic¢es 50:50 e 50:100 contendo CNFs e 100:100
contendo ambas as nanoceluloses, isto é, ocorreu uma perda de estruturacdo destes sistemas
com o tempo. Isso pode sugerir que a estruturacdo dos agregados para estes sistemas € mais
rapida, onde as interacGes das micelas de sais de bile com CNCs e CNFs ganham e perdem
forca com o tempo, respectivamente, possivelmente devido aos tamanhos e cargas superficiais
das nanoceluloses (Zambuzi et al., 2021; Nascimento; Rezende, 2018). A Figura 13 apresenta

0s ensaios oscilatorios dos sistemas ao longo do tempo.
Figura 13 — Ensaios oscilatérios dos sistemas NaDC:NaTDC ao longo do tempo. G’ e G” estdo representados

pelos simbolos preenchidos e vazados, respectivamente.
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Os sistemas NaDC:NaTDC sem nanocelulose apresentaram o comportamento reoldgico
similar ao de micelas em regime diluido, com os modulos de viscosidade (G”) dominando 0s
de elasticidade (G’) em uma ampla faixa de frequéncia, indicando um baixo entrelacamento
(Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; Goodwin; Hughes, 2000; Hao et al., 2024)
em todas as composicdes e tempos medidos, exceto os sistemas 50:50 e 50:100 apds doze
semanas que apresentaram o comportamento de hidrogéis, onde G’ e G” s@o independentes da
frequéncia de oscilagdo (f), com G' > G" (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994;
Jora; Sabadini; Raghavan, 2020). Para estes casos 0 modulo no platd G, (G’ = G,) demonstra
que os agregados estdo entrelacados, conferindo uma alta viscoelasticidade dos sistemas [Erro! |
ndicador ndo definido., Erro! Indicador ndo definido., Erro! Indicador ndo definido.,
Erro! Indicador ndo definido.]. Além disso, a relagdo matematica G'/G" sugere o0 qudo mais f
orte € um hidrogel em relacdo a outro, visto que, quao maior for essa razdo mais forte e
estruturado sera o hidrogel (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; Goodwin; Hughes,
2000; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020). A adicdo de nanocelulose proporciona uma maior
estruturacdo dos sistemas aquosos binarios de sais de bile, visto que ha formacéo de hidrogéis
em todas as composicdes de sais de bile e diferentes tempos medidos. Esse aumento na
estruturacdo em relacdo aos sistemas sem as nanoparticulas possivelmente se deve as ligaces
de hidrogénio entre as nanoceluloses e as micelas dos sais de bile, podendo resultar no aumento
de entrelacamentos do sistema (Jiang et al., 2008; Tian et al., 2022; Macosko, 1994). A Tabela

4 apresenta os valores de G, e G'/G" para os hidrogéis obtidos.

Tabela 4 — Forca e grau de entrelagamentos dos hidrogéis obtidos a partir dos sistemas NaDC:NaTDC.

Nanocelulose NaDC:NaTDC G'/G.. / Semanas
(48gLY) (mM) 01 04 12
50:50 — — 1,7092
o 50:100 — — 1,5613
CNCs 50:50 — 2,2611

50:100 0,96547 — 0,93931




100:50 _ 0,25133 75274
100:100 2,8734 _ 2 4547
50:50 10178 6,3957 6,6194
50:100 0,86612 6,2981 4,8325
CNFs
100:50 _ 7,3523 3,5734
100:100 0,46664 7,8436 6,6545
Gy
(Pa)
50:50 = = 35,551
o 50:100 — — 17,823
50:50 — — 8,9079
50:100 0,36649 _ 0,22512
CNCs 100:50 _ 0,01652 12,016
100:100 2430 5 _ 3,9803
50:50 1614,9 58.207 25.779
50:100 0,18494 59,824 44,151
CNFs
100:50 _ 41,784 186,18
100:100 0,13721 42,048 6,9336
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Em relacdo aos sistemas sem adi¢do de nanocelulose, a propor¢do 50:50 apresentou
maiores valores de forca e entrelagcamentos em relacdo a 50:100, provavelmente devido ao
grupo taurina (presente na estrutura do NaTDC) que em maior concentracdo pode ter
contribuido para aumentar as forcas de repulsdo entre os agregados em funcdo da maior carga
superficial, resultando num hidrogel mais fraco e com menos entrelagamentos (Kong et al.,
2023; Azum; Rub; Asiri, 2020). A adi¢cdo de CNCs e CNFs resultou em uma maior estruturacdo
e maior grau de entrelacamento, visto o maior nimero de hidrogéis formados em diferentes
composicdes, provavelmente devido as ligacdes de hidrogénio estabelecidas entre as micelas
dos sais de bile e as nanoceluloses (Jiang et al., 2008; Tian et al., 2022; Macosko, 1994).

A adicdo de CNFs formou mais hidrogéis do que a adi¢do de CNCs e, além disso, 0s
hidrogéis contendo CNFs sdo mais fortes. Provavelmente isso ocorre em fungdo da estrutura
mais alongada das nanofibrilas, que podem interagir com mais micelas de sais de bile do que
0s nanocristais, formando redes de entrelagamentos entre as CNFs e as micelas de sais de bile
(Nascimento; Rezende, 2018; Barnes; Hutton; Walters, 1993). Dentre os sistemas contendo
CNCs e CNFs, existem alguns casos em que o hidrogel é mais fraco, por exemplo, para a
composigdo 100:50 apods doze semanas, onde o hidrogel contendo CNFs é mais fraco do que o
que contém CNCs, embora apresente maior grau de entrelacamentos (186,18 e 12,016 Pa,
respectivamente). Nestes casos, isso provavelmente ocorre devido a uma possivel anisotropia

do hidrogel, que se alinha ao fluxo de cisalhamento, resultando numa menor resisténcia do
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hidrogel a tenséo aplicada (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; De Gennes, 1990).

Os sistemas contendo CNCs aumentaram suas estruturagdes ao longo do tempo, visto
que apods doze semanas todas as composi¢cdes formaram hidrogéis, e mesmo os sistemas que
formaram hidrogéis em tempos menores, com o passar do tempo suas forcas e entrelacamentos
aumentaram. A composi¢do de sais de bile 100:100 foi excecdo, visto que o grau de
entrelacamento diminuiu de 2430,5 para 3,9803 Pa, com uma diminuicdo de 0,4187 unidades
em sua forca. Esse decréscimo em maior magnitude do grau de entrelacamentos comparado a
diminuicdo da forca do hidrogel ocorreu, provavelmente, devido a anisotropia do sistema que,
na medida ap6s doze semanas, possivelmente ndo se alinhou ao fluxo de cisalhamento,
resultando em valores préximos de forca, mesmo com um grau de entrelagcamentos menores
(Barnes; Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; De Gennes, 1990).

Os ensaios oscilatdrios dos sistemas contendo CNFs sugerem que NaDC e NaTDC tem
diferentes interacbes com as nanofibrilas de celulose. A maior concentragdo de NaTDC
(composigdes 50:100 e 100:100) levou ao aumento da forga e entrelacamentos dos hidrogéis
nas semanas 01 e 04. O aumento da concentracdo do NaDC (composicdo 100:50) tornou o
hidrogel mais forte e mais entrelagado na 122 semana. Isso sugere uma estruturacdo mais lenta
das nanofibrilas com o NaDC e intermediaria com o NaTDC, possivelmente em funcdo do
grupo taurina que tem maior carga superficial, 0 que pode interferir nas interacdes com as CNFs
(Kong et al., 2023; Azum; Rub; Asiri, 2020). Para a composi¢do 50:50 possivelmente a
contribuicdo das nanofibrilas seja maior para o comportamento reolégico observado, com a
formacdo de um hidrogel mais forte e entrelacado em uma semana, que diminui com o passar
do tempo, talvez em funcéo de repulsdes eletrostaticas entre as estruturas formadas nessa maior
proporcdo de CNFs em relacdo as micelas de sais de bile (Nascimento; Rezende, 2018; Barnes;
Hutton; Walters, 1993).

Estes resultados permitiram avaliar o efeito do tempo de 01, 04 e 12 semanas sobre o
comportamento reoldgico dos hidrogéis obtidos em diferentes composicdes. Este trabalho tem
como potencial aplicacdo destes sistemas como plataformas de liberacdo modificada de

espécies de interesse farmacoldgico e cosmético, por exemplo.
5.2 Estudo de pH

5.2.1 Sistemas aquosos binarios de sais de bile
A Figura 14 apresenta as fotografias dos sistemas binarios de NaDC:NaC, e a Tabela 5

apresenta os valores de potencial zeta.



Figura 14 — Fotografias dos sistemas binarios de NaDC:NaC.

/ICNCs
50:50 mM NaDC:NaC

Controle /CNFs

pH 10,00  pH 5,03 pH 9,99

50:100 mM NaDC:NaC

pH 10,01  pH 5,01 pH 9,98 pH 5,01

100:50 mM NaDC:NaC

pH 5,03 pH 10,01 pH 5,01 pH 10,03

100:100 mM NaDC:NaC

pH 4,98 pH 10,00 pH 5,01 pH 10,01 pH 5,01 pH 9,98
Fonte: Arquivo pessoal.
Tabela 5 — Valores de potencial zeta para os sistemas binarios de NaDC:NaC.
oH NaDC:NaC PZ (mV)

(mM) Controle / CNCs /| CNFs
50:50 -50,2 £+ 3,68 -39,7 £ 4,86 -8,02 £ 0,40
5.0 50:100 -2,93 + 3,46 -10,0 £ 0,08 -1,92+1,23
’ 100:50 -33,7+ 3,01 -205+1,75 -14,7 + 1,17
100:100 -2,44 + 223 -1,69+1,13 -1,23+0,13
50:50 -22,0£ 2,00 -22,6 £5,92 -25,1+£1,06
~10.0 50:100 -7,85 £ 3,08 2321171 -24,7 £ 2,86
’ 100:50 -7,42 £ 1,06 -26,1 £ 5,55 -36,3 £ 0,86
100:100 -23,6 £1,64 -17,8 £ 0,38 -36,9 + 3,61
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As fotografias mostraram que em meio &cido os sistemas formam precipitados, uma vez

que o pH 5 é um valor proximo aos valores de pK, do NaDC (= 6,25) e do NaC (= 5,21),

deslocando seus equilibrios e aumentando a quantidade disponivel no meio de suas formas
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acidas, as quais sdo insolUveis em temperatura ambiente. As micelas em solugdo podem
absorver os &cidos formados até certo ponto, de forma que apds estarem saturadas, a
precipitacdo dos acidos excedentes acontece (Carey; Small, 1972; Hofmann; Mysels, 1992). O
processo de absorcdo das formas acidas pode ser a razdo pela qual os sistemas em meio &cido
apresentaram coloracdo esbranquicada, mesmo nos casos sem formacdo macroscopica de
precipitado. Esse fendmeno de absor¢do também pode justificar os valores de potencial zeta em
modulo acima de 30 mV, condizentes a dispersdes estaveis, enquanto a saturacdo das micelas
e precipitacdo dos acidos excedentes podem justificar os valores em modulo de até 20,5 mV,
referentes a sistemas instdveis e com presenca de precipitados (Clogston; Patri, 2011;
Selvamani, 2019).

Em meio bésico, a adicdo de CNCs e CNFs aumentou a estabilidade coloidal dos
sistemas, sugerindo que a maior presenca de carboxilas (adi¢do de nanocelulose) parcialmente
desprotonadas (aumento do pH) pode ter resultado no aumento das cargas superficiais dos
agregados formados pelas micelas dos sais de bile e as nanoceluloses, aumentando as forgas de
repulsdo entre os agregados e mantendo os sistemas dispersos (Clogston; Patri, 2011).

A Figura 15 e a Tabela 6 apresentam, respectivamente, as fotografias e valores de

potencial zeta dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC.

Figura 15 — Fotografias dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC.

Controle /CNCs ICNFs
50:50 mM NaDC:NaTDC

pH 4,98 pH 10,00 pH 4,98 pH 10,01 pH 5,00 pH 10,01
50:100 mM NaDC:NaTDC

pH4,99  pH10,01  pH 4,98 pH 9,99 pH 5,01 pH 9,98
100:50 mM NaDC:NaTDC

pH 4,99 pH 9,98 pH503  pH10,02  pH 5,02 pH 9,97



100:100 mM NaDC:NaTDC

pH4,98  pH 10,00

pH 5,00

Fonte: Arquivo pessoal.

pH 9,99

pH 5,00

pH 9,99

Tabela 6 — Valores de potencial zeta para os sistemas binarios de NaDC:NaTDC.

oH NaDC:NaTDC PZ (mV)

(mM) Controle / CNCs / CNFs
50:50 -105 + 6,47 -60,9 + 6,94 -73,9 + 4,76
~50 50:100 -67,9+0,76 -69,9 + 8,30 -60,3 + 8,49
’ 100:50 -40,4 + 10,7 -23,1+1,27 63,8+ 1,11
100:100 -241+1,59 -45,2 + 3,33 -33,9+0,81
50:50 -59,3 + 1,64 -24,7 +3,50 -66,9+1,21
~10.0 50:100 -20,1 £ 0,25 -18,3 £ 0,87 -30,4 + 4,37
’ 100:50 -14,1 +1,10 -17,1+0,76 -29,8 +1,30
100:100 -19,7+1,10 -16,7 £ 0,96 -30,4 + 1,17
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Diferentemente dos sistemas NaDC:NaC, a maioria dos sistemas binarios de
NaDC:NaTDC apresentaram maior transparéncia em todos os valores de pH, sendo visivel a
precipitacdo de cristais apenas no sistema 100:50 mM NaDC:NaTDC em pH 5 com CNCs. Os
valores de potencial zeta em mddulo foram maiores para os sistemas NaDC:NaTDC, sugerindo
maior estabilidade coloidal dos sistemas. Isso pode ser explicado pelo grupo taurina presente
no NaTDC que tem como consequéncia 0 menor valor de pK, (= 1,95) comparado aos outros
sais, impedindo sua precipitacdo em pH 5 (Carey; Small, 1972; Hofmann; Mysels, 1992).

Os sistemas 100:50 em meio acido apresentaram indicios de terem se aproximado da
saturacdo das micelas formadas devido a maior turbidez observada. 1sso pode estar relacionado
com maior proporcdo e concentracdo de NaDC em relacdo ao NaTDC, que resulta em uma
maior quantidade de acido de NaDC sendo formado e absorvido pelos autoagregados em
solugdo. Esse fendmeno foi intensificado pela adicdo de CNCs, que ao interagir com 0s
autoagregados de sais de bile em solucdo, pode ter diminuido a quantidade de micelas
disponiveis para absorver o &cido de NaDC. Um incremento nos valores absolutos do potencial
zeta foi observado com a adicdo de nanofibrilas (na maioria dos sistemas), sugerindo que a
estrutura alongada das nanofibrilas e com hidroxilas expostas pode contribuir em maior
magnitude para as cargas superficiais totais das estruturas obtidas (Nascimento; Rezende, 2018;
Clogston; Patri, 2011).
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A Figura 16 e a Tabela 7 apresentam, respectivamente, as fotografias e valores de

potencial zeta dos sistemas binarios de NaTDC:NaC.

Figura 16 — Fotografias dos sistemas binarios de NaTDC:NaC.

/CNCs
50:50 mM NaTDC:NaC

Controle /CNFs

pH 10,05 pH 5,00 pH 9,98

50:100 mM NaTDC:NaC

pH 9,98 pH4,96  pH 10,00

100:50 mM NaTDC:NaC

pH 4,98

pH 9,98 pH 5,03 pH 9,98

100:100 mM NaTDC:NaC

pH 5,01

pH 10,00  pH4,99  pH 10,01

Fonte: Arquivo pessoal.

pH 5,01

Tabela 7 — Valores de potencial zeta para os sistemas binarios de NaTDC:NaC.

oH NaTDC:NaC PZ (mV)

(mM) Controle / CNCs /| CNFs
50:50 -22,6 +15,7 -1,13+0,88 -17,9 + 3,01
~5.0 50:100 -14,9 £ 1,50 -13,4+£1,53 -22,1+1,07
’ 100:50 -32,0+£0,53 -32,3+ 3,88 -31,7 £1,00
100:100 -9,69 + 6,30 -10,2 £ 0,60 -17,8 £2,70
50:50 -8,25 + 0,28 -23,9+2,57 -34,3+0,78
~10.0 50:100 -13,3+ 0,35 -26,2 + 0,25 -31,5+0,59
’ 100:50 -25,4 £ 0,53 -22,7+£0,10 -45,0 £ 0,92
100:100 -145+191 -20,4 £ 2,51 -24,1 £ 3,56
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Os sistemas NaTDC:NaC em pH 5 apresentaram maior turbidez (formacdo de
precipitado) do que os sistemas NaDC:NaTDC. Os valores de potencial zeta para os sistemas
NaTDC:NaC em pH 5 sdo menores em modulo do que em pH 10, corroborando que os sistemas
no menor pH apresentaram instabilidade coloidal. De acordo com Mukherjee et. al, 0 sistema
bin&rio NaDC:NaTDC apresenta maior sinergia do que o sistema NaTDC:NaC, de modo que a
formacdo de micelas binérias € mais favoravel para o primeiro caso. Isso faz com que no sistema
NaTDC:NaC haja uma maior quantidade de NaC livre e, em baixo pH, sistemas NaTDC:NaC
tendem a formar maior quantidade acida de NaC que precipita no meio (Mukherjee et al., 2016;
Carey; Small, 1972). Entretanto, os sistemas com maior proporcéo e concentracdo de NaTDC
(100:50 NaTDC:NaC) em pH 5 apresentaram valores em médulo de potencial zeta maiores,
sugerindo que a maior quantidade de NaTDC disponivel pode absorver o 4cido de NaC formado
e estabilizando com mais eficiéncia os agregados formados (Clogston; Patri, 2011).

Devido a precipitacdo observada nos sistemas binarios de NaDC:NaC e NaTDC:NaC,
somente os sistemas NaDC:NaTDC foram submetidos a medidas de SAXS, uma vez que a
presenca de fase insoltvel compromete as medidas de espalhamento, pois o sinal passa a conter
contribuicdo dominante desta fase (Svergun; Koch, 2003). A Figura 17 apresenta o padrdo 2D

de espalhamento dos sistemas controle binarios de NaDC:NaTDC em meio &cido e basico.

Figura 17 — Padrdo 2D de espalhamento dos sistemas controle binarios de NaDC:NaTDC.
pH=5 pH = 10 pH =5 pH=10

50:50 50:100

100:50 100:100

Os padrdes 2D de espalhamento indicam que o0 meio acido e basico induzem a formagao

de estruturas supramoleculares anisotrdpicas e isotrdpicas, respectivamente, tendo em vista 0s
perfis de espalhamento observados. Possivelmente a protonacgéo parcial das carboxilas dos sais
de bile, induzida pelo meio acido, resultou no aumento das interagdes entre as micelas, gerando
um crescimento direcionado dos autoagregados. Entretanto, a desprotonacéo dos sais de bile
em meio bésico levou a diminui¢do dos agregados e os pontos de entrelagamento em uma
determinada dire¢do, levando a sistemas isotropicos. A Figura 18 apresenta o padrdo 2D de

espalhamento dos sistemas NaDC:NaTDC com adi¢do de nanocelulose em meio acido e bésico.
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Figura 18 — Padrdo 2D de espalhamento dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC com adi¢do de CNCs ou CNFs.

pH=5 pH =10
CNCGCs CNFs CNGCs CNFs

50:50

50:100

100:50

100:100

Os sistemas em meio basico com adi¢cdo de CNCs e CNFs sdo isotropicos, como

observado para o0s sistemas NaDC:NaTDC sem a nanocelulose. Da mesma forma, os sistemas
em pH 5 contendo as nanocelulose apresentaram isotropia. Entretanto, as imagens sugerem que
a adicdo da CNFs impede em certo grau o crescimento do agregado numa direcéo preferencial
nos sistemas com maior concentracdo de NaTDC (100 mM), indicando que o sal de bile e a
nanofibrila interagem de forma distinta do observado para os CNCs em pH baixo. A Figura 19
apresenta os graficos de intensidade em funcdo do vetor de espalhamento dos sistemas em pH

5 e 10, com suas respectivas indicac6es de inclina¢bes de decaimento do vetor q.

Figura 19 — Curvas de SAXS dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC.
pH=5 pH =10

50:50 NaDC:NaTDC 50:50 NaDC:NaTDC
Controle Controle

— ONFs —CNFs
——CNCs CNCs

I(q)
1(q)

102 10"
q(A™h
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Os dados sugerem que diferentes estruturas foram obtidas, havendo uma mistura entre
micelas de formas cilindricas, discos ou lamelas e esféricas (Fang et al., 2022; McDowall,
Adams; Seddon, 2022), possivelmente devido a formacgdo de micelas primarias e secundarias
dos sais de bile (Mukherjee et al., 2016). Alem disso, para os sistemas em meio acido, as altas
oscilacBes em altos valores de g reforcam a hipdtese da formacdo de estruturas ordenadas
(McDowall; Adams; Seddon, 2022). Também foram identificados picos ou ombros nas curvas
de SAXS, de modo que as distancias entre 0s centros dos agregados (d) foram determinadas a

partir da Lei de Bragg (equacdo 12) (Li et al., 2016), com seus valores dispostos na Tabela 8.

d= 27” (Equacéo 12)
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Tabela 8 — Tamanhos das estruturas associados aos picos encontrados para 0s sistemas.

oH NaDC:NaTDC Tamanho (nm)

(mM) NaDC:NaTDC /CNCs /ICNFs

50:50 16,84 13,69 15,89

~5.0 50:100 10,43 11,81 11,12
’ 100:50 24,01 21,55 19,11
100:100 12,82 11,44 11,75

50:50 7,163 6,346 9,299

~10.0 50:100 6,723 6,661 6,912
’ 100:50 6,723 7,163 6,472
100:100 6,032 6,472 6,472

O meio &cido induziu a formacdo de estruturas maiores do que em meio basico,
possivelmente em funcdo do aumento de interagdes e de pontos de entrelagamento, onde o
aumento da concentracdo dos sais intensificou este fendmeno, resultando em agregados
maiores. J& em meio basico, 0 aumento da concentra¢do dos sais ndo variou os tamanhos dos
agregados, sugerindo que para 0s casos destas estruturas isotropicas, as maiores concentracoes
resultam apenas no aumento da quantidade de agregados (Carey; Small, 1972).

A adicédo de nanocelulose também proporcionou a formacao de sistemas com estruturas
mistas, podendo conter micelas cilindricas, discos ou lamelas e esferas (Fang et al., 2022;
McDowall; Adams; Seddon, 2022). As oscilacdes em altos valores de g para 0s sistemas em
meio acido contendo CNFs e o sistema 100:100 contendo CNCs reforcam a hipotese da
formagéo de estruturas ordenadas (McDowall; Adams; Seddon, 2022). A curva do sistema
50:50 contendo CNFs em meio basico também apresentou indicios da formacdo de estruturas
anisotrépicas. Como o padrdo de espalhamento 2D ndo demonstrou este ordenamento, estas
estruturas devem ser maiores, fazendo com que seus angulos de espalhamento sejam menores
e somente detectados em medidas de Ultra-SAXS (Myers; Cohen; Bellare, 1999).

Assim como nos sistemas controle, o pH 5 induziu a formacao de agregados maiores do
que o pH 10, onde a protonagéo proporciona mais interag0es entre os agregados e aumenta 0s
entrelacamentos, de forma que a desprotonacdo induz o fenémeno inverso (Carey; Small,
1972). Tanto para os controles quanto para os sistemas contendo CNCs e CNFs, a composicéo
100:50 apresentou os maiores tamanhos em baixo pH. A maior concentragdo de NaDC pode ter
aumentado a quantidade de seu acido formado e, possivelmente, se aproximado da saturacdo
das micelas presentes, mas também pode ter favorecido a formacdo de micelas secundarias, 0

que talvez resulte no aumento dos agregados (Mukherjee et al., 2016).
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A Figura 20 e a Tabela 9 apresentam as curvas de fluxo dos sistemas aquosos binarios

de NaDC:NaC e os valores de 1 a 0,01 s, respectivamente.

Figura 20 — Curvas de fluxo dos sistemas binarios de NaDC:NaC.
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Tabela 9 — Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01s™ dos sistemas binarios de NaDC:NaC.

oH NaDC:NaC n (Pa.s)

(mM) Controle / CNCs / CNFs

50:50 3,397 140,1 237,4

- 50:100 0,0492" 2,179 78,45

=50 100:50 2,754 9360 4877
100:100 1919 0,1842 11750

50:50 2,851 0,0564 164,0

~10,0 50:100 1,474 0,6066 102,7
100:50 2,016 0,397 35,54

100:100 1,951 0,316 16,25

“a0,07 st. Valores de n em taxas de cisalhamento menores foram desconsiderados para este sistema
devido erro de inércia do equipamento.
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Os sistemas sem nanocelulose em meio &cido apresentaram viscosidade aparente em
funcdo da taxa de cisalhamento maiores ou semelhantes aos sistemas sem nanocelulose em
meio basico. A adicdo de CNF levou ao aumento dos valores de viscosidade aparente em ambos
0S meios &cido e béasico. Entretanto, a presenca de CNC praticamente ndo afetou ou diminuiu a
viscosidade aparente, exceto para o sistema 100:50 em pH 5. A presenca de CNF sugere a
formacdo de interacdes eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio com os autoagregados dos sais
de bile, podendo gerar estruturas maiores, que resulta no aumento da viscosidade (Jiang et al.,
2008; Tian et al., 2022; Macosko, 1994).

A Figura 21 e a Tabela 10 apresentam, respectivamente, as curvas de fluxo e os valores
de 1 40,01 s para dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC.

Figura 21 — Curvas de fluxo dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC.
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Tabela 10 — Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,015 dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC.

oH NaDC:NaTDC n (Pa.s)

(mM) Controle /| CNCs / CNFs

50:50 177,9 268,1 403,9

~5.0 50:100 4,498 149,8 146,7
’ 100:50 513,7 959,4 179,2
100:100 801,4 994,9 1189

50:50 1,052 0,383 511,5

~10.0 50:100 0,0461" 1,791 185,3
’ 100:50 0,0841 0,8265 65,33
100:100 0,5922 0,0977" 1,249

" 40,04 s1. Valores de n em taxas de cisalhamento menores foram desconsiderados para estes
n p
sistemas devido erro de inércia do equipamento.

Os sistemas em meio acido apresentaram maior viscosidade do que em meio basico,
onde a protonacéo parcial das carboxilas possibilita formar mais interacfes entre os agregados,
podendo resultar em estruturas maiores em baixos valores de pH (Carey; Small, 1972;
Macosko, 1994). Por exemplo, o sistema controle 100:50 em meio &cido apresentou valor de
viscosidade a 0,01 s cerca de 6108 vezes maior do que em meio basico, reforcando a influéncia
do pH sobre as propriedades reoldgicas destes sistemas (Carey; Small, 1972; Hofmann; Mysels,
1992). Em meio acido ndo houve diferencas de viscosidade entre os sistemas controle e 0s que
contém nanocelulose, sugerindo que o valor de pH é o principal parametro na formacdo dos
agregados. Em meio basico, a viscosidade dos sistemas controle ndo difere dos sistemas
contendo CNCs. Porém, a presenca de CNFs induziu o aumento dos valores de viscosidade,
possivelmente em funcdo de sua estrutura possuir hidroxilas expostas, além de sua carga
superficial, possibilitando formar mais interaces com os autoagregados de NaDC:NaTDC,
resultando em estruturas maiores e, consequentemente, com maior viscosidade (Tian et al.,
2022; Barnes; Hutton; Walters, 1993). A Figura 22 e a Tabela 11 apresentam, respectivamente,
as curvas de fluxo e os valores de n a 0,01 s dos sistemas binérios de NaTDC:NaC.
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Figura 22 — Curvas de fluxo dos sistemas binarios de NaTDC:NaC.
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Tabela 11 — Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01s dos sistemas binarios de NaTDC:NaC.

oH NaTDC:NaC 1 (Pa.s)

(mM) Controle / CNCs / CNFs

50:50 0,1092" 0,4881 440,5

~5.0 50:100 0,0508" 0,2949 51,26
’ 100:50 0,0956™" 0,2555 1,221
100:100 0,0186 0,0652 4,498

50:50 1,373 0,3572 91,85

~10.0 50:100 0,1244 0,5592 214,3
’ 100:50 0,0584™ 0,1859 4,029
100:100 0,5526 0,1592 6,429

*a0,02st;™a0,05s?; ™ 40,07 st. Valores de n em taxas de cisalhamento menores foram
desconsiderados para estes sistemas devido erro de inércia do equipamento.
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Os sistemas de NaTDC:NaC sem nanocelulose ndo apresentaram diferencas nos valores
de viscosidade aparente em funcdo do pH. Isso possivelmente ocorreu devido a formacdo de
precipitado do acido de NaC em todos os sistemas em pH 5, diminuindo obtencéo de micelas e
resultando em sistemas mais fluidos (Carey; Small, 1972; Macosko, 1994). A presenca de CNFs
resultou em sistemas com viscosidade mais pronunciada, tendo em vista que, em meio bésico,
o sistema 50:100 contendo CNFs apresentou viscosidade a 0,01 s cerca de 1723 vezes maior
que o sistema controle.

A Figura 23 e a Tabela 12 apresentam, respectivamente, 0s ensaios oscilatdrios e os
valores de forga e grau de entrelagcamento dos sistemas NaTDC:NaC com comportamento
reoldgico de hidrogéis.

Figura 23 — Ensaios oscilatorios dos sistemas binarios de NaDC:NaC. G’ e G” estao representados pelos
simbolos preenchidos e vazados, respectivamente.
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Tabela 12 — Forca e grau de entrelacamentos dos hidrogéis de NaDC:NaC.

4 Nanocelulose ~ NaDC:NaC G’/ Gy
P (48gLY (MM) G' (Pa)
— 100:100 73588 7936 4
50:50 3.2502 23802
CNCs 100:50 71931 3156.3
~5,0 50:50 48346 10,625
50:100 2 8641 7.4088
CNFs 100:50 11,592 36791
100:100 8.1239 6592.8
50:50 71463 14.133
~10,0 CNEs 50:100 7.9240 18,747
100:50 0,62605 012119

O aumento da concentracdo de NaDC favoreceu a formacdo de hidrogéis mais fortes e
com maior grau de entrelagcamentos. Por exemplo, G, para o sistema controle 100:100 em meio
acido é de 7936 Pa, sendo o mais entrelacado dentre os demais hidrogéis de NaDC:NaC sem
nanocelulose (Carey; Small, 1972; Barnes; Hutton; Walters, 1993). A presenca de nanocelulose
favoreceu a formacdo dos hidrogéis, possivelmente em funcédo das ligacdes de hidrogénio entre
as hidroxilas da nanocelulose e das micelas dos sais de bile, além das interacGes eletrostaticas
das cargas superficiais destes componentes dos sistemas.

O meio acido induziu a formacdo de hidrogéis, onde a protonacao parcial das carboxilas
pode proporcionar o aumento das interacdes. Ja com estes grupos parcialmente desprotonados
pelo meio basico, os sistemas apresentam comportamento de micelas em regime diluido, onde
os entrelagcamentos diminuem e os autoagregados podem estar mais afastados, interagindo
menos entre si e resultando em sistemas menos viscoelasticos (Carey; Small, 1972; Macosko,
1994). Entretanto, em meio basico a presenca de CNFs favoreceu a formacdo dos hidrogéis,
provavelmente em funcdo de sua estrutura alongada e com hidroxilas expostas, podendo
aumentar os pontos de entrelacamento entre os agregados, aumentando seus tamanhos e,
consequentemente, a viscoelasticidade dos sistemas neste pH (Carey; Small, 1972; Hofmann;
Mysels, 1992).

Os ensaios oscilatorios dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC estdo apresentados na
Figura 24. A Tabela 13 apresenta os valores de forca e grau de entrelacamento dos sistemas
com comportamento reolégico de hidrogéis.
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Figura 24 — Ensaios oscilatorios dos sistemas binarios de NaDC:NaTDC. G’ e G” estdo representados pelos
simbolos preenchidos e vazados, respectivamente.
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Tabela 13 — Forca e grau de entrelagamentos dos hidrogeéis de NaDC:NaTDC.

Nanocelulose NaDC:NaTDC

PH 4.8gL%Y) (mM)

!

G
e (Pg)

50:50
50:100
100:50

100:100

2,6729 0,14833
1,1998 0,16102
3,3555 21,838
4,7144 184,32

50:50
50:100
100:50

100:100

=5,0 CNCs

2,8055 2,3154
1,8413 4,3764
3,8112 43,746
2,7891 33,657

50:50
50:100
100:50

100:100

CNFs

4,8345 10,625
1,4945 6,3774
1,7341 7,4948
2,6112 60,701
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50:50 7,1463 14,133
= 10,0 CNFs 50:100 7,9825 21,535
100:50 4,3711 2,9343

Todos os sistemas em meio &cido formaram hidrogéis, sugerindo sinergia de
NaDC:NaTDC em baixo pH para obtencdo de sistemas mais viscoelasticos. A protonacédo
parcial das carboxilas presentes, induzida pelo meio acido, possibilita mais interacdes entre 0s
autoagregados, aumentando os entrelacamentos e resultando em sistemas mais viscoelasticos
(Mukherjee et al., 2016; Carey; Small, 1972; Macosko, 1994). O aumento da concentracdo dos
sais de bile favoreceu o aumento de forca e grau de entrelagamento dos hidrogéis, visto que o
sistema controle 100:100 apresentou os maiores valores de G'/G" = 4,7144 e G, = 184,32 Pa.
Com os sais de bile mais concentrados e parcialmente protonados em funcdo do meio acido,
mais interacdes podem se formar, gerando agregados maiores e mais entrelagcados (Barnes;
Hutton; Walters, 1993). A formacdo de hidrogéis para os sistemas binarios de NaDC:NaC em
meio basico ocorreu provavelmente devido a adicdo da nanocelulose, sugerindo que a estrutura
alongada da CNF leva a formacdo de entrelacamentos entre os agregados, resultando em
sistemas mais viscoelasticos (Barnes; Hutton; Walters, 1993; Tian et al., 2022).

Os ensaios oscilatorios dos sistemas binarios de NaTDC:NaC estdo apresentados na
Figura 25. A Tabela 14 apresenta os valores de forca e grau de entrelacamento dos sistemas

com comportamento reolégico de hidrogéis.

Figura 25 — Ensaios oscilatorios dos sistemas binarios de NaTDC:NaC. G’ e G” esto representados pelos
simbolos preenchidos e vazados, respectivamente.
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Tabela 14 — Forca e grau de entrelacamentos dos hidrogéis de NaTDC:NaC.

H Nanocelulose NaTDC:NaC Gf/ Go
P 48gL%Y) (mM) ¢ (Pa)
50:50 105,89 11,747
=50 CNFs 50:100 0,36734 0,07812
50:50 2,7868 1,2381
~ NF ’ ’
10,0 CNFs 50:100 8,9288 33,118

Para os sistemas binarios de NaTDC:NaC, a formacao de hidrogéis ocorreu somente nos
sistemas com menor concentracdo de NaTDC e na presenca de CNFs. Dentre os hidrogéis em
meio basico, o aumento da concentracdo de NaC resultou no aumento de forca e grau de
entrelacamentos em cerca de 3,2 e 26,7 vezes, respectivamente. Por possuir mais hidroxilas em
sua estrutura, talvez a maior concentracdo de NaC gerou mais pontos de entrelacamentos com
as hidroxilas das nanofibrilas, aumentando a forca dos hidrogéis. Entretanto, o comportamento
oposto foi verificado em pH 5, indicando que a precipitagdo do NaC e retirada do mesmo dos
agregados diminuiu as interacGes entre as micelas e 0s pontos de entrelagamentos, ocasionando
numa menor viscoelasticidade dos sistemas em comparacdo aos sistemas em pH 10 (Barnes;
Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994; De Gennes, 1990).

5.2.2 Sistemas aquosos ternarios de sais de bile
A Figura 26 apresenta as fotografias dos sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC. Os

valores de potencial zeta estdo apresentados na Tabela 15.



Figura 26 — Fotografias dos sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC.
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pH 5,03 pH 10,00 pH 5,02 pH 9,97 pH 4,98 pH 9,97
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100:50:100 mM NaDC:NaTDC:NaC

pH 10,00

pH 5,03

pH 10,01

pH 4,99

100:100:100 mM NaDC:NaTDC:NaC

pH 10,02

pH4,96  pH 10,01

pH 4,98

pH 10,01

Fonte: Arquivo pessoal.

pH 5,00

pH 10,02

Tabela 15 — Valores de potencial zeta para os sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC.

oH NaDC:NaTDC:NaC PZ (mV)
(mM) Controle / CNCs / CNFs
50:50:50 -31,1+£0,74 -22,4 £ 1,67 -26,4+£1,32
50:100:50 -49,4 + 3,14 -65,5+ 6,72 -38,8 +1,81
50:50:100 -23,4+1,49 -21,9+197 -19,9 £ 0,35
~5.0 50:100:100 -29,4 £ 0,58 -36,6 £ 0,85 -2,51+£0,14
’ 100:50:50 -40,7 £ 1,89 -35,8 £ 2,15 -29,4 £ 2,38
100:100:50 -35,3+1,21 -40,3+£ 0,76 -25,4 £ 0,76
100:50:100 -28,9+ 1,40 -32,1+1,81 -27,4 + 1,06
100:100:100 -259+1,33 -23,6 +0,76 -29,2+0,51
50:50:50 -19,7 £ 2,63 -18,4+1,41 -27,2+1,21
50:100:50 -22,5+3,37 -24,7 £ 0,76 -24,9 £ 0,81
50:50:100 -16,5+ 1,22 -245+ 2,19 -23,1+2,31
~10.0 50:100:100 -19,2+ 1,37 -17,9+0,81 -29,1+1,25
’ 100:50:50 -17,9+ 2,38 -16,4 + 1,05 -25,6 +0,94
100:100:50 -20,3+£0,94 -20,5+0,49 -29,4 £ 0,55
100:50:100 -17,0+£ 2,87 -20,7 £ 2,45 -24,1+141
100:100:100 -22,3+0,51 -24,7+0,32 -19,5+2,44

Assim como nos sistemas binarios, o0 meio &cido induziu a precipitagdo dos acidos de
NaDC e NaC (Carey; Small, 1972; Hofmann; Mysels, 1992). O aumento da concentracdo de
NaTDC, de um modo geral, provocou aumento dos valores em médulo de potencial zeta. Nos
sistemas em baixo pH, a maior disponibilidade de NaTDC possibilita uma maior absor¢do dos
acidos de NaDC e NaC formados, enquanto nos sistemas em alto pH, o grupo taurina pode

aumentar a carga superficial total (Kong et al., 2023; Azum; Rub; Asiri, 2020).
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A adicdo de CNFs em meio acido levou a uma diminuicdo nos valores em modulo de
potencial zeta e um aumento do mesmo em meio basico. Provavelmente, em baixo pH as
nanofibrilas podem ter interagido com as micelas em solucdo, o que pode ter diminuido a
absorcéo dos acidos de NaDC e NaC formados que, em alguns casos, atingiu a saturacdo das
micelas e a precipitacdo ocorreu, por exemplo, o sistema 50:100:100 (Carey; Small, 1972;
Hofmann; Mysels, 1992). J& em alto pH, as hidroxilas expostas ao longo da estrutura das
nanofibrilas e as carboxilas parcialmente protonadas podem ter contribuido para o aumento da
carga superficial total das estruturas, resultando no aumento dos valores em modulo do
potencial zeta (Clogston; Patri, 2011; Selvamani, 2019).

A Figura 27 e a Tabela 16 apresentam, respectivamente, as curvas de fluxo e os valores
den a 0,01 s dos sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC.

Figura 27 — Curvas de fluxo dos sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC.
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Tabela 16 — Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01s dos sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC.
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T T
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T
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taxa de cisalhamento / (s")

oH NaDC:NaTDC:NaC n (Pa.s)
(mM) Controle / CNCs / CNFs
50:50:50 0,1481 0,3491 28,37
50:100:50 0,1012 0,5256 8,832
50:50:100 0,0371 0,3532 19,48
~50 50:100:100 0,0644 0,1947 8,142
' 100:50:50 25,38 30,57 161,1
100:100:50 78,95 40,77 75,31
100:50:100 0,0066 0,8158 0,1555
100:100:100 0,5448 0,9132 0,0834
50:50:50 0,0585" 0,5627 3,363
~10.0 50:100:50 0,0447" 0,3601 63,42
’ 50:50:100 0,0731™" 0,0606 917,4
50:100:100 0,1806 0,6263 12,22
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100:50:50 0,0956" 0,0684 107,2
100:100:50 0,1157 0,0176 12,55
100:50:100 0,0383 0,2325 40,72

100:100:100 0,0636 0,3568 37,56

*a0,02st;2a0,05st; " a0,07 s. Valores de n em taxas de cisalhamento menores foram desconsiderados
para estes sistemas devido erro de inércia do equipamento.

A adicdo de nanocelulose resultou no aumento de viscosidade aparente dos sistemas em
meio &cido e basico, aumentando os pontos de entrelagamentos dos sistemas (Tian et al., 2022;
Barnes; Hutton; Walters, 1993). Esse efeito se mostrou mais pronunciado com a adi¢do de
nanofibrilas, como observado nos sistemas anteriores (Tian et al., 2022; Nascimento; Rezende,
2018). O aumento do pH resultou na diminuicdo da viscosidade aparente dos sistemas sem
nanocelulose. Entretanto, a adicdo de CNFs compensa esse efeito, aumentando a estruturacéo
dos sistemas em meio basico, em funcéo de suas hidroxilas possibilitando interacfes com as
micelas (Tian et al., 2022; Nascimento; Rezende, 2018; Macosko, 1994). Em meio &cido, 0s
sistemas 100:50:50 e 100:100:50 apresentaram maiores valores de viscosidade em relacdo aos
demais. Possivelmente, pode ter ocorrido a formacéao de micelas binarias de NaDC:NaTDC, em
funcéo de estes sais estarem mais concentrados e de sua sinergia termodinamica (Mukherjee et
al., 2016; Carey; Small, 1972), podendo ter resultado em agregados mais estruturados e
entrelacados (Macosko, 1994).

A Figura 28 e a Tabela 17 apresentam, respectivamente, 0s ensaios oscilatorios e 0s
valores de forca e grau de entrelacamento dos sistemas ternarios de NaDC:NaTDC:NaC com

comportamento reologico de hidrogéis.

Figura 28 — Ensaios oscilatdrios dos sistemas ternérios de NaDC:NaTDC:NaC. G’ ¢ G” estdo representados
pelos simbolos preenchidos e vazados, respectivamente.
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Tabela 17 — Forca e grau de entrelacamentos dos hidrogéis de NaDC:NaTDC:NaC.

4 Nanocelulose NaDC:NaTDC:NaC G’/ Gy

P (48gLY (mM) G' (Pa)
100:50:50 1,668 0,5789
100:100:50 1,189 32,48
100:50:50 1,912 0,8595
=50 CNCs 100:100:50 1,175 0,4985
’ 50:50:50 3,603 4,923
50:50:100 4,186 13,71
CNFs 100:50:50 5,475 55,87
100:100:50 1,657 19,14
50:100:50 2,778 1,789
50:50:100 11,28 49,24
= 10,0 CNFs 100:50:50 6,129 15,09
100:50:100 6,529 19,61
100:100:100 1,768 3,459

O meio &cido também favoreceu a formacdo de hidrogéis para os sistemas aquosos
ternarios, onde a protonacao parcial das carboxilas pode ter proporcionado mais interacdes entre
0s componentes, resultando em sistemas mais estruturados e mais viscoelasticos (Carey; Small,
1972; Barnes; Hutton; Walters, 1993). A formacdo de hidrogéis em meio basico se deve,
principalmente, a adi¢cdo de CNFs, visto que os sistemas controle e 0s que contém CNCs em
alto pH apresentaram comportamento semelhante ao de micelas em regime diluido
(Nascimento; Rezende, 2018; Tian et al., 2022; Jora; Sabadini; Raghavan, 2020; Barnes;
Hutton; Walters, 1993). As hidroxilas expostas ao longo da estrutura nas nanofibrilas
possibilitam mais interacfes e formacao de mais entrelacamentos entre as micelas dos sais de
bile e as nanofibrilas, resultando em sistemas mais viscoelasticos (Tian et al., 2022). Dentre 0s
sistemas em meio &cido, 0 aumento da concentracdo dos sais de bile proporcionou a formacéo
de sistemas mais viscoelasticos, visto que houve a formacao de hidrogéis dos sistemas controle
e 0s que contém CNCs somente nas concentragcdes mais altas dos sais de bile. Com mais sais
de bile presentes e com as carboxilas parcialmente protonadas pelo meio acido, mais pontos de
entrelacamento e mais interacbes podem ser estabelecidos, resultando em sistemas mais
viscoelasticos, mesmo com a formacéo dos acidos de NaDC e NaC, os quais possivelmente sdo
absorvidos pelas micelas em solugédo (Carey; Small, 1972; Hofmann; Mysels, 1992; Barnes;
Hutton; Walters, 1993; Macosko, 1994).
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CONCLUSOES

As propriedades reoldgicas de sistemas binarios de NaDC:NaTDC apresentaram ser
responsivas ao tempo e a adi¢do de nanocelulose. A viscoelasticidade dos sistemas uma semana
apos o preparo apresentaram comportamento similar ao de micelas em regime diluido e na 122
semana apresentaram comportamento de hidrogeis, demonstrando um aumento na estruturacéo
dos sistemas em fungéo do tempo.

Os sistemas binarios e ternarios de sais de bile apresentaram responsividade a mudanca
de pH do meio, visto que apresentaram variacdes em suas estabilidades coloidal e em suas
propriedades reoldgicas. Em baixo pH houve a precipitacdo da forma &cida de NaC ou NaDC,
sendo em menor proporc¢ao na presenca de NaTDC em alta concentragdo no meio. Os cristais
formados em pH 5 aprisionaram agua, de forma que a maioria dos sistemas apresentou aumento
de viscoelasticidade em meio acido. Em pH bésico a viscoelasticidade dos sistemas teve
comportamento semelhante ao de micelas em regime diluido, onde os agregados se encontram
afastados possivelmente devido as forcas de repulsdo. Anélises de SAXS dos sistemas aquosos
binarios de sais de bile demonstraram que 0 meio acido induziu a formacdo de estruturas
anisotrdpicas e maiores e em meio basico houve a formacéo de estruturas anisotrépicas. Além
disso, os resultados de SAXS sugerem que os sistemas formaram estruturas mistas contendo
agregados cilindricos, discos e esferas.

Este trabalho contribuiu para o melhor entendimento das propriedades fisico-quimicas
de sistemas aquosos binarios e ternarios de sais de bile. A realizacdo de caracterizacdo por
Cryo-TEM pode fornecer informacGes complementares sobre as estruturas obtidas que,
associadas com os resultados deste trabalho, podem contribuir para a formulagéo de sistemas
coloidais ajustaveis para aplicacGes tecnoldgicas como, por exemplo, potenciais plataformas de

liberacdo modificada de farmacos.
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